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 博士論文の要約 
 
報 告 番 号 
 
甲 第 2789 号 
 
氏  名 
 
      梅森 祥央 
 
     Protein kinase c zeta regulates survivin expression and resists apoptosis in 
colon cancer 
     （PKCζは Sｕｒｖｉｖｉｎの発現を高め、大腸癌細胞にアポトーシス抵抗性を誘
導する） 
 
研究目的 
フォスファチジルイノシトール3-キナーゼ（PI3K）経路にあるセリン•スレオ
ニンリン酸化酵素のPKCζは、各種臓器で恒常的に発現し、活性化により
細胞の極性、増殖や分化を調節している。また、軟部組織悪性腫瘍、子宮
頸癌や前立腺癌ではPKCζの発現が増強し、細胞増殖、浸潤や転移を促
進するため、予後不良因子となることが報告されている。一方、PKCζのア
ポトーシス誘導における役割については、FADD、BaxやNF-κBをリン酸化
し抵抗性に働くとの報告はあるものの、抗アポトーシス分子との関係など、未
だ不明な点が少なくない。 
そこで、本研究では大腸癌細胞を用い、PKCζが抗アポトーシス分子の
発現に及ぼす影響を解析し、その阻害により抗癌剤の効果増強が可能か否
か検討した。 
 
研究方法  
1) 対象とした大腸癌組織と細胞株                                       
札幌医科大学附属病院で大腸癌の切除手術を受けた 18例から採取し、
H-E染色で組織学的に確認した。ヒト大腸癌細胞株は、PI3K 経路が恒
常的に活性化している、HCT116（Mutant PIK3CA exon20）と SW480
（Mutant K-Ras exon2）を用いた。  
2)  アポトーシスの誘導法と評価法 
アポトーシスの誘導にはリコンビナント TRAIL と一部 TNF-αを使用し、
 アポトーシス細胞の割合は、propidium iodide（PI）染色後の DNA ヒストグ
ラムと Caspase-Glo 3/7 Assayで解析した。  
3) 生細胞数の測定法                                      
96wellプレート内の細胞に Cell Titer-GloTMLuminescent Cell Viability 
Assay試薬を添加し、ATPをルシフェラーゼ反応で発光量として捉え評
価した。発光量の測定には、Veritas Microplate Luminometer を用いた  
4) 蛋白発現の解析法     
PKCおよび抗アポトーシス分子の蛋白発現量は、抗 PKCζ抗体や抗
Survivin抗体などを使用し、Western blotting法で検討した。  
5) 遺伝子導入法 
大腸癌細胞へのＰＫＣζに対する siRNA（siPKC）の導入は、
Nucleofector を用いエレクトロポレーション法で行った。比較対照には、
non-silencing control siRNA（siNSC）を使用した。 
6) 遺伝子発現の評価法                                 
Survivin mRNAの発現は、GAPDH mRNAを内部標準とし、TaqMan 
RT-PCR法で定量化した。 
7) 蛋白寿命の解析法 
細胞を 100μg/mlのシクロヘキシミドで処理後、経時的に細胞を回収し、
Western blotting法で蛋白発現量を調べ評価した。 
8) ユビキチン化の解析法 
Survivin 遺伝子発現ベクター (p3×FLAG-Survivin) と siPKCζを導入
後、プロテアソーム阻害剤MG132で処理した。高分子化Survivin蛋白の
発現量は、Western blotting法で解析した。また、抗FLAG抗体でFLAG
融合 Survivin を免疫沈降し、抗ユビキチン抗体による Western blotting
法で Survivin蛋白のユビキチン化を調べた。 
9) 免疫組織染色法 
大腸癌組織を、抗 PKCζと抗 Survivin抗体を用い免疫染色した。免疫
染色像を倍率 100倍でデジタル化し、画像解析ソフト（Photoshop 
Elements software）で青のコンポーネントを消去後、グレイスケールイメー
ジに変換した。染色強度は、ヒストグラム・ツールを使用し、各組織におけ
る間質細胞の輝度に対する比率として算出した。 
 
 研究成績 
1) HCT116とSW480細胞にPKCζに対するsiRNAを導入し、発現抑制効
果を経時的に確認した。両細胞とも、PKCζの発現は24時間目には低
下し、48時間後に最も強く抑制されていた。そこで、以下の実験は24～
48時間の条件下で行った。 
2) PKCζに対するsiRNAの導入がTRAIL誘導アポトーシスに及ぼす影響
を、SubG1解析で調べた。siPKCζを導入するとsiNSC導入時と比べ、
TRAIL（50ng/ml）刺激12時間後におけるアポトーシス細胞の割合は
HCT116細胞で1.7倍、SW480細胞では2.3倍増加した。また、カスパー
ゼ3/7活性も、HCT116細胞で2時間、SW480細胞では3時間目から有
意に増強し、それぞれ最大で1.9倍、2.2倍を示した。 
3) siPKCζとsiNSC導入24および48時間後の細胞を用い、抗アポトーシス
分子の発現をWestern blotting法で解析した。その結果、XIAP、
cIAP-1、cIAP-2、Bcl-2やBcl-XLの変動が±20%以内であったのに対し、
Survivinでは最大約60%の低下がみられた。 
4) Survivin mRNAの発現量も、siNSC導入細胞と比較し、siPKCζ導入細胞
では約30%減少していた。一方、siPKCζとsiNSC導入細胞で、Survivin
の蛋白寿命やユビキチン化などの翻訳後修飾に差異はなかった。 
5) siPKCζとsiNSC導入24時間後の細胞をTNF-αで刺激し、NF-κB の
サブユニットであるp65の核内移行量をWestern blotting法で解析した。
その結果、PKCζをノックダウンすると、p65の核内移行量が約40%減少
した。 
6) 大腸癌組織18例におけるPKCζとSurvivinの発現量を免疫組織染色で
比較したところ、相関係数（ｒ）= 0.72と正の相関関係を認めた。  
7) HCT116とSW480細胞にsiPKCζとsiNSCを導入後、5-FU（10、100また
は500M）で24時間処理し、カスパーゼ活性と生細胞数を調べた。その
結果、siPKCζ導入細胞では、5-FU添加時にカスパーゼ活性はsiNSC
導入細胞よりも上昇し、生細胞数も減少していた。 
 
 
考察                                   
本研究では大腸癌細胞を用い、PKCζが抗アポトーシス分子の発現に及
 ぼす影響を解析し、その阻害により抗癌剤の効果増強が可能か検討した。 
まず、ヒト大腸癌細胞株HCT116とSW480に、PKCζに対するsiRNAを導入
し、TRAIL誘導アポトーシスに及ぼす影響を調べた。その結果、PKCζの発
現を抑制するとアポトーシス感受性が増強し、Sub G1％が最大2.3倍増加し
た。さらに、アポトーシスの実行分子であるカスパーゼ-3/7活性も高まってい
た。以上の結果から、PKCζはアポトーシス抵抗性に働くことが確認された。 
次に、アポトーシス抵抗性の発現機序を明らかにするため、PKCζのノック
ダウンで変動する抗アポトーシス分子を解析したところ、Survivin の著しい減
少がみられた。そこで、PKCζによる Survivinの発現制御が、転写あるいは蛋
白レベルのいずれで起こっているのか検討した。その結果、siPKCζ導入細
胞では Survivinの mRNA量が約 30%減少していた。一方、蛋白寿命やユビキ
チン化などの翻訳後修飾に差異はなく、PKCζは Survivinを転写レベルで高
めていることが明らかとなった。 
Survivin の転写は、TCF4、STAT3、PML4 や NF-B のプロモーター領域
への結合で亢進し、p53 のそれでは低下することが知られている。今回我々
は、PKCζをノックダウンすると、NF-B の活性化が阻害されることを確認し
た。すなわち、PKCζは NF-Bを活性化し Survivinの発現を高めていた。 
In vitro の検討で明らかとなった PKCζと Survivin の密接な関係が、実際
の大腸癌組織でもみられるか免疫組織染色を行ったところ、両者の発現量に
生体材料を用いた検討としては極めて高い正の相関関係を認めた（r = 
0.72）。そこで、PKCζをノックダウンすることで、大腸癌の治療に汎用されて
いる 5-FU の効果増強が可能か調べたところ、siPKCζ導入細胞で 5-FU 誘
導アポトーシスの増強が確認された。すなわち、PKCζを標的分子とすること
で、大腸癌細胞の抗癌剤感受性の増強が可能と考えられた。 
 
結論 
PKCζは NF-B の活性化を介して Sｕｒｖｉｖｉｎの発現を高め、大腸癌細胞
にアポトーシス抵抗性を誘導することが明らかになった。また、PKCζの発現
を阻害すると、抗癌剤感受性の増強が可能であった。 
 
